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論 文 内 容 要 旨
【目的】　近年，再生医療において間葉系幹細胞（MSC）や iPS 細胞を用いた生体外での組織体の作
製を目的とした三次元培養が注目を集めている。三次元培養は通常行われている平面での培養に比べ
て，生体内での環境に近いため組織中の細胞と同じように培養できると考えられている。スフェロイ
ド（球状細胞塊）は三次元培養法の一つであり，細胞密度，細胞間相互作用が高く，移植に用いる組
織体の作製に適している。しかし，スフェロイドの最大の課題は，肝臓細胞の場合直径が 150μm 以
上になると内部への酸素供給が不足し，内部の細胞壊死が起こることである。我々は解決策として，
独自に開発した酸素透過性の高いスフェロイド培養器を使用し，この問題の解決を図っている。本研
究の目的は骨の再生医療応用を目指し，酸素透過性スフェロイド培養器による酸素供給の有無が MSC
の骨芽細胞分化に与える影響について検討した。
【方法】　基材として酸素透過性の高いポリジメチルシロキサン（PDMS）のみを用い酸素透過性ス
フェロイド培養器（以下 Oxy chip）を作製した。比較として，従来法のモデルである酸素不透過性スフェ
ロイド培養器（以下 non-Oxy chip）も作製して比較を行った。また，三次元培養との比較としてプラ
スチックプレートによる平面培養も行った。実験はマウス間葉系幹細胞株D1細胞を各培養器に播種し，
骨分化培地を使用して骨芽細胞分化を誘導した。スフェロイド直径変化，培地中酸素濃度変化及び骨
芽細胞分化について PCR や DNA チップを用いて解析を行った。
【結果】　D1 細胞は，Oxy chip，non-Oxy chip どちらにおいても培養 1 日後にはスフェロイドを形
成し，大きさは均一であった。Oxy chip では高い酸素濃度を維持していた。培養 7 日後に骨芽細胞分
化マーカーの 1 つであるアルカリフォスファターゼ（ALP）活性を測定すると，細胞をスフェロイド
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化することによって平面培養に比べ大幅に活性が上昇した。また，DNA チップを用いた解析により
Oxy chip は，D1 細胞の骨芽細胞分化を促進する一方，軟骨細胞，脂肪細胞への分化を抑えることが
分かった。
【結論】　以上の結果から，MSC スフェロイドに酸素供給を行うことにより，従来の方法よりも迅速
に高い活性を有する骨芽細胞へと分化させることができることが示唆され，MSC の再生医療応用に本
培養器が有効であることが示唆された。
審 査 結 果 要 旨
近年，より生体に近い三次元的な環境で培養し細胞の機能を調べる試みがなされている。細胞組織
体としてのスフェロイド（球状細胞凝集塊）は細胞密度が高く，細胞同士が接着する環境となるため，
平面培養とは異なるより生理的な細胞応答が生じると期待されている。一方，スフェロイドを再生医
療に応用する場合の課題は，スフェロイド内部への酸素供給不足と細胞壊死である。スフェロイド培
養法は種々の方法が報告されているが，均一なスフェロイドを大量に調製でき，またスフェロイド内
部壊死を解決する方法は報告されていない。
本論文は，一度に大量のスフェロイドを調製できる三次元培養装置を酸素透過性の高いポリジメチ
ルシロキサン（PDMS）を成型・加工することで培養器（Oxy chip）を作製し，間葉系幹細胞（MSC）
の骨芽細胞分化に及ぼす三次元培養および酸素の影響を検討したものである。比較として，酸素不透
過性スフェロイド培養器（以下 non-Oxy chip）およびプラスチックプレートによる平面培養も行った。
マウス間葉系幹細胞株 D1 細胞を各培養器に播種し，骨分化培地を使用して維持し，スフェロイド直径，
培地中酸素濃度，骨芽細胞分化についてリアルタイム PCR や DNA チップを用いて解析を行った。
Oxy chip，non-Oxy chip ともに短期間の培養で均一な径の D1 細胞スフェロイドを形成した。Oxy 
chip では高い酸素濃度が維持されていることが確認され，培養経過に伴い骨芽細胞分化マーカーであ
るアルカリフォスファターゼがnon-Oxy chipあるいは平面培養に比べ上昇した。DNAチップ解析では，
Oxy chip による培養が骨芽細胞分化を促進する一方，軟骨細胞，脂肪細胞への分化を抑制し，酸素濃
度がスフェロイドの細胞分化を調節する因子となることが明らかとなった。
以上の結果から，三次元培養と酸素供給を併用することによって MSC スフェロイドを高い活性を有
する骨芽細胞へと分化させ得ることが示唆された。従って，本培養器による培養が MSC を用いる骨再
生医療応用に有用な手法となる可能性が示唆された。
本研究は，酸素透過性三次元培養器を用いることで，再生治療に応用できる活性の高い MSC 由来の
骨芽細胞を大量に供給できる可能性を提示した。また，酸素供給が細胞分化の方向を調節し得る所見
を見出しており，学術的貢献をし得ることから，博士（歯学）の学位論文として相応しいと判断する。
